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1. Sk³adniki systemu eksperymentalnego

Zaledwie niewielki procent bia³ek organizmów ¿y-
wych wystêpuje w komórkach w ilo�ci wystarczaj¹-
cej, by umo¿liwiæ ich bezpo�redni¹ izolacjê na du¿¹
skalê. Aby otrzymaæ znacz¹ce ilo�ci bia³ka do celów
poznawczych (analizy funkcjonalne i strukturalne) lub
aplikacyjnych (terapia i profilaktyka chorób organicz-
nych i zaka�nych), zazwyczaj konieczna jest jego nad-
produkcja, do której osi¹gniêcia niezbêdne s¹ trzy
elementy � dobrany gospodarz, w³a�ciwy wektor i od-
powiednio namno¿ony gen/fragment genu, koduj¹cy
oczyszczane bia³ko.

1.1. Gospodarz

Do otrzymywania rekombinowanych bia³ek najczê�-
ciej stosowane s¹ systemy bakteryjne, w szczególno�ci
oparte na hodowli Escherichia coli, modelowego orga-

nizmu stosowanego w eksperymentach in¿ynierii gene-
tycznej. W tym przypadku zalet¹ E. coli jest zdolno�æ
szybkiego wzrostu na tanich substratach, wysoki sto-
pieñ scharakteryzowania genomu oraz dostêpno�æ
szerokiej gamy wektorów i szczepów. E. coli jest ga-
tunkiem niepatogennym [6], hodowanym w prawie
ka¿dym laboratorium, st¹d metody hodowli, tak¿e na
du¿¹ skalê, s¹ dobrze opracowane.

W laboratoriach rutynowo stosuje siê szczepy K12
lub B (np. BL21/DE3 (lon, ompT) oraz pochodz¹ce
od nich mutanty (Tab. I) [41].

Produkcja rekombinowanych bia³ek w komórkach
E. coli ma jednak kilka powa¿nych ograniczeñ. U tego
gatunku bakterii nie funkcjonuj¹ niektóre mechanizmy
modyfikacji posttranslacyjnych (np. glikozylacja) syn-
tetyzowanych bia³ek, podczas gdy modyfikacje te mog¹
byæ kluczowe dla prawid³owej aktywno�ci bia³ka.
[22]. Czê�æ problemów dotycz¹cych wprowadzania
modyfikacji posttranslacyjnych w E. coli mo¿e nie-
d³ugo doczekaæ siê rozwi¹zania. W ostatnich latach
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w E. coli sklonowano zespó³ siedemnastu genów pgl
(ang. protein glycosylation) z komórek Campylobacter
jejuni, odpowiedzialnych za proces N-glikozylacji [44].
System ten okaza³ siê funkcjonalny w komórkach bior-
cy. Szczegó³owa charakterystyka tego szlaku enzyma-
tycznego mo¿e w przysz³o�ci umo¿liwiæ otrzymywanie
glikozylowanych bia³ek tak¿e w komórkach E. coli.

Niektórych bia³ek, szczególnie b³onowych, nie uda-
je siê otrzymaæ w E. coli, albo te¿ ich nadprodukcja
prowadzi do ich akumulacji w postaci nierozpuszczal-
nej � tzw. cia³ inkluzyjnych. W przypadku terapeu-
tycznego stosowania oczyszczonego bia³ka problemem
mo¿e byæ obecno�æ w preparacie lipopolisacharydu
(LPS, sk³adnika b³ony zewnêtrznej bakterii Gram-
ujemnych), który ma dzia³anie pirogenne. Wytwarzane
w E. coli bia³ka o masie cz¹steczkowej wiêkszej ni¿
30 kDa mog¹ byæ nieprawid³owo fa³dowane [17]. Nie-
patogenne szczepy E. coli nie posiadaj¹ tak¿e efektyw-
nych mechanizmów sekrecji bia³ek do pod³o¿a.

Alternatywnymi dla E. coli gospodarzami produ-
kuj¹cymi heterologiczne bia³eka s¹ inne gatunki bak-
terii, m.in. gramdodatnie mikroorganizmy z rodzaju
Bacillus, które w odró¿nieniu od E. coli nie synte-
tyzuj¹ b³ony zewnêtrznej, a to umo¿liwia pó�niejsze
terapeutyczne zastosowanie preparatów. Rodzaj Ba-
cillus jest zdolny do sekrecji du¿ych ilo�ci bia³ek do
pod³o¿a, co znacznie u³atwia ich oczyszczanie. W od-
ró¿nieniu od E. coli niewiele wiadomo o tworzeniu
mostków disiarczkowych u bakterii tego rodzaju [41].
Inne stosowane w eksperymentach nadekspresji gatun-
ki to m.in. Lactococcus lactis, stosowany z sukcesem
do nadprodukcji bia³ek b³onowych [21, 22], Coryne-
bacterium glutamicum [35], czy te¿ bakterie z rodzaju
Streptomyces [41].

¯aden z wy¿ej wspomnianych gatunków bakterii nie
jest w stanie wprowadzaæ pewnych modyfikacji post-
translacyjnych do produkowanych bia³ek. Kiedy mody-
fikacje posttranslacyjne s¹ istotne dla aktywno�ci bia³-
ka, stosuje siê systemy inne ni¿ bakteryjne. Mog¹ byæ

to grzyby z typu workowców, w tym dro¿d¿e (Saccha-
romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe czy
Pichia pastoris) lub grzyby strzêpkowe (Aspergillus
niger, A. oryzae, Trichoderma reesei). Posiadaj¹ one
wiele wspólnych zalet z systemami bakteryjnymi, jak
np. zdolno�æ do szybkiego wzrostu i stosunkowo niski
koszt hodowli. Wydzielanie nadeksprymowanych bia-
³ek do pod³o¿a jest w niektórych systemach znacznie
u³atwione [22, 26]. Jednak¿e, szczególnie w przypad-
ku bia³ek ludzkich produkowanych w komórkach
grzybów, otrzymane produkty mog¹ mieæ niepo¿¹da-
ne w³a�ciwo�ci (np. byæ immunogenne) czego przy-
czyn¹ s¹ ró¿nice w procesowaniu bia³ek w grzybach
w stosunku do organizmów wy¿szych [12].

Do nadprodukcji bia³ek wykorzystywane s¹ tak¿e
komórki owadzie (system bakulowirusowy), szczegól-
nie efektywne w sekrecji bia³ek do pod³o¿a [17], oraz
ró¿norodne, g³ównie mysie lub ludzkie linie komórek
ssaczych. W obu tych systemach do syntetyzowanych
bia³ek wprowadzane s¹ modyfikacje posttranslacyjne,
co zwiêksza szanse na otrzymanie koñcowego produk-
tu o prawid³owej strukturze i wykazuj¹cego wysok¹
aktywno�æ. Komórki ssaków wydaj¹ siê byæ lepszym
gospodarzem do otrzymywania bia³ek b³onowych ni¿
E. coli, miêdzy innymi ze wzglêdu na wolniejsze tem-
po translacji i fa³dowania w porównaniu z komórkami
mikroorganizmów [47]. Wad¹ tej strategii jest jednak-
¿e du¿o ni¿sza wydajno�æ i wy¿sze koszty.

Wykorzystanie zwierz¹t transgenicznych otwiera
mo¿liwo�ci produkcji bia³ek zawieraj¹cych odpowied-
nie modyfikacje posttranslacyjne na du¿¹ skalê. Bia³-
ka produkuje siê w mleku, krwi, czy nasieniu. Jednak
bardzo wysokie koszty, niska wydajno�æ oraz kontro-
wersje bioetyczne, jakie budz¹ takie metody otrzymy-
wania bia³ek sprawiaj¹, ¿e nie jest to system stosowany
powszechnie i na du¿¹ skalê [12].

W dalszej czê�ci pracy przegl¹dowej bêd¹ omówio-
ne jedynie zagadnienia zwi¹zane z wytwarzaniem bia-
³ek w komórkach E. coli.

BL21 trxB � szczep umo¿liwiaj¹cy wprowadzanie mostków disiarczkowych w cytoplazmie
BL21 trxB

BL21
szczep posiadaj¹cy niescharakteryzowan¹ mutacjê umo¿liwiaj¹c¹ nadekspresjê bia³ek
b³onowych

JM 83 K-12 stosowany do nadekspresji bia³ek o lokalizacji peryplazmatycznej
Origami/Origami B K-12/BL21 trxB/gor � szczep umo¿liwiaj¹cy wprowadzanie mostków disiarczkowych w cytoplazmie

Rosetta BL21
szczep umo¿liwiaj¹cy nadprodukcjê bia³ek kodowanych przez geny zawieraj¹ce kodony
rzadko u¿ywane w E. colia

trxB/gor � szczep umo¿liwiaj¹cy wprowadzanie mostków disiarczkowych w cytoplazmie,
Rosetta-gami BL21 u³atwia ekspresjê bia³ek kodowanych przez geny zawieraj¹ce kodony rzadko u¿ywane

w E. colia

T a b e l a  I
Szczepy E. coli najczê�ciej stosowane do produkcji rekombinowanych bia³ek

Szczep E. coli Pochodzenie G³ówne cechy

a AUA, AGG, AGA, CGG, CUA, CCC oraz GGA
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1.2. Wektor

1.2.1. Promotor
Opisano bardzo wiele promotorów, które mog¹ byæ

potencjalnie u¿ywane do nadprodukcji bia³ek w E. coli,
jednak tylko niektóre z nich s¹ stosowane powszechnie
[41]. Promotor do konstrukcji wektora ekspresyjnego
powinien byæ silny (dla wiêkszo�ci zastosowañ warto,
aby produkowane bia³ko stanowi³o 10�30% wszystkich
bia³ek w komórce; [16]). Wa¿ne jest zminimalizowanie
ekspresji podstawowej (przy braku induktora) szczegól-
nie, gdy istnieje podejrzenie toksyczno�ci syntetyzowa-
nego bia³ka dla gospodarza. Brak skutecznej represji
mo¿e powodowaæ niestabilno�æ plazmidu, zmniejsze-
nie tempa wzrostu hodowli i generowanie mutacji
w eksprymowanym genie [23]. Promotor musi byæ in-
dukowalny za pomoc¹ prostych i tanich substratów,
niestosowanych w standardowych pod³o¿ach [23].

Wiele systemów ekspresyjnych zosta³o skonstruo-
wanych w oparciu o dobrze znany mechanizm regula-
cji operonu laktozowego E. coli. Promotor lacZp jest
stosunkowo s³abym promotorem i w zwi¹zku z tym
jest rzadko wykorzystywany do produkcji rekombino-
wanych bia³ek. Ta jego cecha mo¿e byæ zalet¹ w przy-
padku nadprodukcji bia³ek b³onowych lub innych bia-
³ek toksycznych dla gospodarza. Promotor lacUV5p
stanowi nieco silniejszy wariant lacZp, charakteryzu-
j¹cy siê zmniejszon¹ czu³o�ci¹ na cAMP, a przez to
skuteczniejsz¹ kontrol¹ ekspresji podstawowej [3].
Promotory tacp i trcp to dwa syntetyczne warianty sil-
niejsze od lacZp, ró¿ni¹ce siê miêdzy sob¹ jednym
nukleotydem. Sk³adaj¹ siê z regionu -35 promotora trp
i regionu -10 promotora lacZp [3].

Ekspresja z promotora lacZp i jego pochodnych
jest regulowana przez represor LacI. W warunkach
nieobecno�ci lub bardzo niskich stê¿eñ induktora (allo-
laktozy b¹d� IPTG) represor wi¹¿e siê do sekwencji
nukleotydowej operatora zachodz¹cej na promotor
i uniemo¿liwia transkrypcjê. Jednak poziom represora
LacI w typie dzikim nie jest wystarczaj¹cy do ca³ko-
witej represji przy braku IPTG. Z tego powodu skon-
struowano dwa szczepy ze zmienion¹ sekwencj¹ nu-
kleotydow¹ -35 promotora lacIp, nazwane lacIq oraz
lacIq1, produkuj¹ce wiêksz¹ ilo�æ represora LacI [32].

Jednym z najczê�ciej u¿ywanych jest system poli-
merazy RNA faga T7 [38]. Polimeraza RNA faga T7
transkrybuje oko³o 230 nukleotydów na sekundê, jest
wiêc piêæ razy bardziej efektywna ni¿ polimeraza
RNA E. coli, która jest w stanie w tym samym czasie
przeprowadziæ transkrypcjê oko³o 50 nukleotydów. Te
dwie polimerazy RNA rozpoznaj¹ zupe³nie odmienne
sekwencje promotorowe [34]. Eksprymowany gen
klonuje siê pod kontrol¹ silnego promotora bakterio-
faga T7 na plazmidzie o �redniej liczbie kopii (np.
wektory serii pET). Polimeraza RNA faga T7 jest do-
starczana in trans. Gospodarz posiada wbudowany do
swojego chromosomu genom faga 8, zawieraj¹cy gen
koduj¹cy polimerazê RNA faga T7 pod kontrol¹ pro-
motora lacUV5p (8DE3) [3]. Ze wzglêdu na bardzo
niski poziom ekspresji genu koduj¹cego polimerazê
RNA faga T7 przy braku induktora, kontrola ekspresji
jest �cis³a. Czêsto w rejonie promotorowym wprowa-
dza siê dodatkowo sekwencjê nukleotydow¹ operatora
lacOo wi¹¿¹c¹ represor laktozowy LacI (promotor
T7lacp). Istnieje mo¿liwo�æ jeszcze silniejszego obni-
¿enia ekspresji podstawowej poprzez zastosowanie
wektorów nios¹cych geny koduj¹ce lizozym faga T7,
bêd¹cy inhibitorem polimerazy RNA faga T7 (wektory
pLysS czy pLysE). Szczepy nios¹ce te plazmidy maj¹
jednak obni¿one tempo wzrostu [41].

Systemy wykorzystuj¹ce opisane powy¿ej promo-
tory mog¹ byæ indukowane za pomoc¹ IPTG. Jest to
jednak metoda kosztowna, szczególnie w przypadku
produkcji na du¿¹ skalê, a tak¿e, ze wzglêdu na tok-
syczno�æ IPTG, niekorzystna w przypadku pó�niej-
szych zastosowañ terapeutycznych oczyszczonego
bia³ka [23]. Alternatyw¹ dla indukcji IPTG jest opra-
cowana stosunkowo niedawno metoda autoindukcji
[39], oparta na zdolno�ci bakterii do wykorzystywa-
nia ró¿nych �róde³ wêgla i do negatywnej regula-
cji ekspresji genów na drodze represji katabolicznej.
W pod³o¿u wzrostowym obecne SA dwa cukry: glu-
koza (0,05%) i laktoza (0,2%). Na pocz¹tku wzrostu
hodowli glukoza stanowi �ród³o wêgla i zarazem re-
presor genów pozostaj¹cych pod kontrol¹ promotora
lacZp b¹d� jego pochodnych, uniemo¿liwia tak¿e
pobieranie laktozy do komórki przez permeazê lakto-
zow¹. Gdy hodowla osi¹gnie fazê stacjonarn¹, poziom

Rys. 1. Schemat budowy bakteryjnego wektora ekspresyjnego.
Jako przyk³ad pokazano sekwencje nukleotydowe -35 i -10 promotora tac. SD � sekwencja Shine-Dalgarno. ATG � najczê�ciej
stosowany w wektorach ekspresyjnych kodon startu translacji. Tag � znacznik do³¹czony do eksprymowanego bia³ka; SS � sekwen-
cja sygnalna; MCS � polilinker (multiple cloning site); TT � terminator transkrypcji; marker � najczê�ciej gen warunkuj¹cy oporno�æ

na antybiotyk; ori � miejsce startu replikacji DNA plazmidowego (origin of replication).

 -35 -10    SD            ATG Tag/SS   MCS         Tag      STOP TT     marker ori 

TTGACA (N) TATAAT

UAAGGAGG UAAU
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glukozy w pod³o¿u ulega obni¿eniu. Represja katabo-
liczna zostaje zniesiona, powoduj¹c indukcjê promo-
tora lacZp; laktoza staje siê g³ównym �ród³em wêgla.
Jedn¹ z zalet tej metody jest wzrost hodowli do osi¹g-
niêcia du¿ej gêsto�ci przed zaindukowaniem ekspre-
sji. Dziêki temu mo¿liwe jest uzyskanie du¿ej ilo�ci
bia³ek, tak¿e tych toksycznych dla E. coli [28].

Zastosowanie promotora bakteriofaga T7 pozwala
tak¿e na zmniejszenie ilo�ci bia³ek komórkowych po-
przez selektywne zahamowanie aktywno�ci polimerazy
RNA E. coli za pomoc¹ rifampicyny dodawanej do ho-
dowli jednocze�nie z induktorem [14]. Ekspresja genu
transkrybowanego przez polimerazê RNA bakterio-
faga T7 nie zostaje w ten sposób zahamowana.

Innym stosowanym czêsto promotorem jest promo-
tor PBAD. W tym przypadku ekspresja genów jest kon-
trolowana przez aktywator AraC i indukowana po
dodaniu do pod³o¿a arabinozy. Zalety tego systemu to
niskie koszty indukcji, wysoki poziom ekspresji genu,
skuteczna regulacja i mo¿liwo�æ stopniowania pozio-
mu ekspresji, co odró¿nia tê strategiê od pozosta³ych
systemów ekspresyjnych [41]. Jednak w tym przypad-
ku wydajno�æ jest du¿o ni¿sza ni¿ systemu wykorzys-
tuj¹cego polimerazê RNA faga T7 [28].

Tabela II podaje sekwencje nukleotydowe promo-
torów obecnych w najczê�ciej stosowanych wektorach
ekspresyjnych, rozpoznawane przez g³ówn¹ podjed-
nostkê F70 RNAP.

nukleotydy powy¿ej kodonu startu translacji, którym
w wiêkszo�ci systemów ekspresyjnych jest kodon
AUG [34]. Znacz¹cy wp³yw na wydajno�æ translacji
ma te¿ kodon nastêpuj¹cy po kodonie start [36].

1.2.3. Znaczniki
Dla u³atwienia oczyszczania, detekcji czy te¿ zwiêk-

szenia rozpuszczalno�ci rekombinowanych bia³ek do-
³¹czany jest do nich czêsto znacznik � mo¿e byæ nim
krótki peptyd, domena b¹d� ca³e bia³ko. Znacznik taki
powinien spe³niaæ kilka kryteriów, w tym wysokie po-
winowactwo do z³o¿a stosowanego w procesie oczysz-
czania, mo¿liwo�æ elucji substancjami niskocz¹stecz-
kowymi, niewielki wp³yw na aktywno�æ i strukturê trze-
ciorzêdow¹ bia³ka, oraz ³atw¹ wykrywalno�æ. Czêsto
w celu otrzymania natywnych bia³ek znaczniki s¹ od-
cinane podczas oczyszczania bia³ka za pomoc¹ dzia-
³aj¹cej specyficznie proteazy [42].

Dostêpna jest ca³a gama znaczników, zarówno bia-
³ek ³¹cz¹cych siê do niskocz¹steczkowych ligandów,
jak i krótkich peptydów rozpoznawanych przez unieru-
chomione na z³o¿u bia³ka. Ka¿dy z nich ma swoje wady
i zalety. Nie ma idealnego znacznika, który zwiêksza³-
by wydajno�æ produkcji bia³ka, jego rozpuszczalno�æ,
a jednocze�nie u³atwia³ oczyszczanie. Czêsto w celu
optymalizacji nadprodukcji bia³ka korzystne jest za-
stosowanie przynajmniej dwóch znaczników [46].

Znaczniki mog¹ byæ do³¹czane do N- lub C-koñca
bia³ka. Fuzje N-koñcowe maj¹ tê zaletê, ¿e zwiêkszaj¹
wydajno�æ produkcji bia³ka poprzez efektywn¹ inicja-
cjê translacji. Do³¹czanie znacznika zarówno na N-,
jak i na C-koñcu bia³ka mo¿e te¿ zmniejszyæ szybko�æ
jego degradacji [46].

Wa¿n¹ w³a�ciwo�ci¹ niektórych znaczników jest
zwiêkszanie rozpuszczalno�ci zwi¹zanych z nimi bia-
³ek. Wed³ug danych z laboratoriów zajmuj¹cych siê
badaniami strukturalnymi, nieco wiêcej ni¿ po³owa
rekombinowanych bia³ek wytwarzanych w E. coli
tworzy nierozpuszczalne agregaty [7]. Bardziej pesy-
mistyczne �ród³a szacuj¹ procent otrzymanych roz-
puszczalnych bia³ek na 13�23% [13]. Jednym z mo¿-
liwych rozwi¹zañ tego problemu, poza obni¿eniem
temperatury, w jakiej produkowane jest bia³ko, lub
zmian¹ systemu ekspresyjnego np. na system dro¿-
d¿owy czy bakulowirusowy, jest do³¹czenie do bia³ka
znacznika zwiêkszaj¹cego jego rozpuszczalno�æ. Naj-
czê�ciej stosowane w takich wypadkach znaczniki to
pochodz¹ce z E. coli bia³ko wi¹¿¹ce maltozê (maltose-
binding protein, MBP) i �N-utilization substance A�
(NusA) [46].

Stopieñ rozpuszczalno�ci bia³ka zlokalizowanego
w cytoplazmie E. coli mo¿na oszacowaæ stosuj¹æ mo-
del W i l k i n s o n a  i H a r r i s o n a  (dostêpny na
stronie internetowej http://www.biotech.ou.edu). Miê-
dzy innymi dziêki teoretycznym wyliczeniom opartym

lacZp TTtACA 18 TATgaT

lacUV5p TTtACA 18 TATAAT

trpp TTGACA 17 TtaAcT

tacp TTGACA 17 TATAAT

BAD
p cTGACg 17 TActgT

*70 konsensus TTGACA 17 TATAAT

T a b e l a  I I
Sekwencje nukleotydowe najczê�ciej stosowanych w wektorach
ekspresyjnych promotorów rozpoznawanych przez g³ówn¹ pod-
jednostkê F70 RNAP. Nukleotydy zgodne z sekwencj¹ (consen-
sus) dla F70 pogrubiono

Promotor Region -35 Odstêp Region -10

1.2.2. Miejsce wi¹zania rybosomu
W komórkach bakteryjnych inicjacja translacji wy-

maga obecno�ci w mRNA miejsca wi¹zania ryboso-
mu (RBS), zawieraj¹cego sekwencjê Shine-Dalgarno
(SD) i kodon start translacji. Miejsce wi¹zania ry-
bosomu (RBS) obejmuje odcinek ok. 54 nukleoty-
dów pomiêdzy fragmentem -35 promotora i nukleoty-
dem + 20 (± 2) [23]. Fragment Shine-Dalgarno (SD),
którego optymaln¹ sekwencj¹ nukleotydow¹ jest
5�-UAAGGAGG-3�, oddzia³uje z 3� koñcem 16S rRNA
podczas inicjacji translacji. Umiejscowiony jest 7 ± 2
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na tym modelu zidentyfikowano NusA jako bia³ko
o wysokiej rozpuszczalno�ci [34].

Porównanie najczê�ciej stosowanych znaczników
przedstawia Tabela III.

Ciekawym rozwi¹zaniem s¹ tzw. rainbow tags,
znaczniki nadaj¹ce sygna³ wizualny (barwê, �wiece-
nie), stosowane do �ledzenia losów bia³ka podczas
procedury oczyszczania. Stosowana w tym celu do-
mena wi¹¿¹ca mononukleotydy flawinowe z reduk-
tazy cytochromu P450 (kolor niebiesko-zielony lub
¿ó³ty) czy te¿ cytochrom b5 (kolor czerwony) s¹
widoczne go³ym okiem i nie wymagaj¹ do detekcji
zewnêtrznego �ród³a energii, w odró¿nieniu od stoso-
wanego tak¿e GFP (zielone bia³ko fluoryzuj¹ce, ang.
green fluorescent protein). Znaczniki typu �rainbow�
musz¹ byæ jednak stosowane w po³¹czeniu z innymi,
wykazuj¹cymi powinowactwo do z³o¿a [1], a ty samym
u³atwiaj¹cymi proces oczyszczania.

Pomimo wielu zalet znaczników ich obecno�æ mo¿e
wp³ywaæ na strukturê i aktywno�æ rekombinowanego
bia³ka [46]. W wielu przypadkach po oczyszczeniu
bia³ka konieczne jest usuniêcie znacznika. Proces ten

jest przeprowadzany przez specyficzne endopeptydazy,
i stanowi najs³absze ogniwo metody stosowania znacz-
ników do oczyszczania bia³ek. Wydajno�æ odcinania
znacznika mo¿e byæ bardzo ró¿na i powodowaæ zmniej-
szenie ilo�ci oczyszczonego bia³ka. Optymalizacja wa-
runków tego procesu wymaga du¿ego nak³adu pracy,
a otrzymane bia³ko mo¿e nie byæ aktywne lub wytr¹-
caæ siê z roztworu [5]. Cechy najczê�ciej stosowanych
proteaz przedstawiono w tabeli IV.

W przypadku do³¹czenia znacznika na N-koñcu
bia³ka mo¿liwe jest uzyskanie natywnego N-koñca,
jednak tylko z zastosowaniem mniej specyficznych
proteaz � czynnika Xa i enterokinazy. Proteazy bardziej
specyficzne pozostawiaj¹ 1�2 aminokwasy na N-koñcu
oczyszczonego bia³ka. W przypadku znacznika na
C-koñcu bia³ka nale¿y liczyæ siê z pozostawieniem do-
datkowych 4�6 aminokwasów na C-koñcu przez pro-
teazê, niezale¿nie od jej specyfiki. Jakkolwiek obecno�æ
kilku dodatkowych aminokwasów na ogó³ nie stanowi
problemu, w niektórych przypadkach (np. badania
struktury b¹d� w zastosowaniach terapeutycznych)
mo¿e dyskwalifikowaæ rekombinowane bia³ko [46].

His-Taga 0.84 Ma³e obci¹¿enie metaboliczne Specyficzno�æ IMACb jest mniejsza ni¿
Niskie koszty z³o¿a innych metod chromatografii powinowactwa
£agodne warunki elucji Nie zwiêksza rozpuszczalno�ci
Umo¿liwia oczyszczanie w warunkach
natywnych i denaturuj¹cych

FLAG-Tag 1.01 Ma³e obci¹¿enie metaboliczne Wysokie koszty z³o¿a
Wysoka specyficzno�æ Surowe warunki elucji

STREP-Tagc 1.05 Ma³e obci¹¿enie metaboliczne Wysokie koszty z³o¿a
Wysoka specyficzno�æ Nie zwiêksza rozpuszczalno�ci
£agodne warunki elucji

S-Tag 1.75 Ma³e obci¹¿enie metaboliczne Wysokie koszty z³o¿a
Wysoka specyficzno�æ Surowe warunki elucji

Nie zwiêksza rozpuszczalno�ci
CBPd 2.96 Ma³e obci¹¿enie metaboliczne Wysokie koszty z³o¿a

Wysoka specyficzno�æ Nie zwiêksza rozpuszczalno�ci
£agodne warunki elucji

GST-Tage 26.00 Wydajna inicjacja translacji Wysokie obci¹¿enie metaboliczne
Niskie koszty z³o¿a Bia³ko tworz¹ce homodimery
£agodne warunki elucji
Nie zwiêksza rozpuszczalno�ci

MBP-Tagf 40.00 Wydajna inicjacja translacji Wysokie obci¹¿enie
Niskie koszty z³o¿a metaboliczne
Zwiêksza rozpuszczalno�æ
£agodne warunki elucji

NusAg 54.80 Wydajna inicjacja translacji Nie u¿ywane do oczyszczania bia³ek,
Zwiêksza rozpuszczalno�æ mo¿e byæ stosowane do immunodetekcji

T a b e l a  I I I
Porównanie najczê�ciej stosowanych znaczników. Sporz¹dzono wg [42, 46]

Znacznik Wielko�æ
(kDa)

Zalety Wady

a His-Tag � znacznik polihistydynowy;
b IMAC � chromatografia powinowactwa na unieruchomionych jonach metali (ang. immobilized metal affinity chromatography);
c STREP-Tag � peptyd wi¹¿¹cy streptawidynê; d CBP � peptyd wi¹¿¹cy kalmodulinê (ang. calmodulin-binding peptide);
e GST � S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-transferase); f MBP � bia³ko wi¹¿¹ce maltozê (ang. maltose-binding protein);
g NusA � ang. N-utilization substance A
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Rozwi¹zaniem problemu wydajno�ci odcinania
znacznika i otrzymania natywnego N-koñca bia³ka
mo¿e byæ zastosowanie technologii SUMO. Rodzina
bia³ek SUMO jest szeroko rozpowszechniona w�ród
organizmów eukariotycznych, nie wystêpuje nato-
miast u bakterii [5]. Bia³ka z tej rodziny s¹ do³¹czane
do innych bia³ek kowalencyjnie, podobnie jak ubikwi-
tyna. Do³¹czenie bia³ka SUMO jest procesem odwra-
calnym, a za jego od³¹czanie odpowiedzialne s¹ pro-
teazy SUMO. Bia³ko SUMO w po³¹czeniu ze
znacznikiem histydynowym znalaz³o zastosowanie
jako kombinowany znacznik, jednocze�nie zwiêksza-
j¹cy rozpuszczalno�æ bia³ka (bia³ko SUMO) i u³atwia-
j¹cy jego oczyszczanie (znacznik 6xHis). Zalet¹ tej
metody jest mo¿liwo�æ odciêcia znacznika przez pro-
teazê SUMO, która, w odró¿nieniu od innych czêsto
stosowanych proteaz, rozpoznaje trzeciorzêdow¹
strukturê znacznika, a nie konkretn¹ sekwencjê ami-
nokwasow¹. Dziêki temu mo¿liwe jest uzyskanie na-
tywnego N-koñca rekombinowanego bia³ka; jedynym
wyj¹tkiem s¹ bia³ka zawieraj¹ce na N-koñcu prolinê.
Dodatkowo, proteaza SUMO jest w stanie efektywnie
i specyficznie dzia³aæ w szerokim zakresie temperatu-
ry, pH i si³y jonowej. Eksperymenty porównuj¹ce wy-
dajno�æ dzia³ania znaczników przy oczyszczaniu re-
kombinowanych bia³ek udokumentowa³y wy¿sz¹
skuteczno�æ SUMO ni¿ takich znaczników jak MBP,
GST czy NusA [24]. Jakkolwiek, jak wspomniano
wcze�niej, ¿aden system do³¹czanych znaczników nie
jest idealny, bia³ko SUMO wydaje siê byæ obiecuj¹-
cym rozwi¹zaniem pozwalaj¹cym na przezwyciê¿enie
niektórych przeszkód dotychczas napotykanych pod-
czas stosowania znaczników.

1.2.4. Terminatory procesu transkrypcji i translacji
Terminator transkrypcji umieszczony poni¿ej nukle-

otydowej sekwencji koduj¹cej nadeksprymowane bia³-
ko zwiêksza stabilno�æ plazmidu zapobiegaj¹c trans-
krypcji przez miejsce startu replikacji. Terminacja
transkrypcji E. coli mo¿e byæ Rho-niezale¿na i Rho-
zale¿na [32]. Pierwsza klasa terminatorów sk³ada siê
z odwróconych powtórzeñ sekwencji nukleotydowych,
po których nastêpuje ci¹g nukleotydów adenylowych.
Po transkrypcji przez polimerazê RNA sekwencji nu-
kleotydowej odwróconego powtórzenia, mRNA tworzy
strukturê szpilki do w³osów, co powoduje zatrzymanie
siê enzymu. Poniewa¿ zaraz za odwróconym powtórze-
niem nastêpuje ci¹g nukleotydów urydylowych, które
s³abo oddzia³uj¹ z nukleotydami adenylowymi na nici
matrycowej, polimeraza oddysocjowuje. W wektorach
ekspresyjnych umieszcza siê czêsto dwa takie termina-
tory. Struktura szpilki do w³osów na koñcu 3� spe³nia
tak¿e funkcjê stabilizuj¹c¹ mRNA, chroni¹c go przed
degradacj¹ i wyd³u¿aj¹c jego okres pó³trwania [23].
Mechanizmy Rho-zale¿nej terminacji transkrypcji nie
s¹ wykorzystywane w wektorach ekspresyjnych [32].

Terminatory transkrypcji umieszcza siê tak¿e po-
wy¿ej eksprymowanego genu, ¿eby zminimalizowaæ
ekspresjê podstawow¹ [16].

Terminacja translacji jest najbardziej efektywna
w przypadku zastosowania przed³u¿onego kodonu stop
UAAU [29] lub kilku kolejnych kodonów stop, jeden
za drugim [34].

1.2.5. Markery selekcyjne
Najczê�ciej stosowane w wektorach ekspresyjnych

markery to geny warunkuj¹ce oporno�æ komórek na

Enterokinaza DDDDK/Xa Obserwowane niespecyficzne ciêcie
FLAG-Tag ma wewnêtrzne miejsce rozpoznawane przez enterokinazê

Trombina LVPR/GSb Obserwowane niespecyficzne ciêcie
Wydajno�æ ciêcia mo¿na zwiêkszyæ poprzez umieszczenie piêciu
reszt glicyny pomiêdzy miejscem ciêcia a N-koñcowym znacznikiem

Czynnik Xa IE[D]GR/Xc Mniej efektywny i mniej specyficzny ni¿ inne peptydazy
Proteaza TEVd EXXYXQ/Se Wysoka specyficzno�æ

Wydajne ciêcie
PreScission LEVLFQ/GP Wysoka specyficzno�æ

Wydajne ciêcie

T a b e l a  I V
Porównanie proteaz najczê�ciej stosowanych do odcinania znaczników w rekombinowanych bia³kach.

Sporz¹dzono na podstawie [19, 40, 46]

Proteaza
Rozpoznawana

sekwencja Cechy

a wydajno�æ ciêcia zale¿y od aminokwasu w pozycji X
b trombina rozpoznaje tak¿e inne sekwencje o strukturze X

1
X

2
PR[K]X

3
X

4
, gdzie X

1
 i X

2

  to aminokwasy hydrofobowe, a X
3
 i X

4
 nie s¹ kwa�nymi aminokwasami

c X mo¿e byæ dowolnym aminokwasem za wyj¹tkiem argininy i proliny
d pochodz¹ca z wirusa w¿erkowej plamisto�ci tytoniu (ang. tobacco etch virus)
e nie ka¿dy aminokwas jest tolerowany w miejscu X; optymalna sekwencja to ENLYFQS
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ampicylinê, kanamycynê, chloramfenikol i tetracyk-
linê. Ampicylina jest najmniej praktycznym sposród
wymienionych antybiotyków, gdy¿ ³atwo ulega hydro-
lizie w kwa�nym �rodowisku, za� pH hodowli obni¿a
siê z czasem wzrostu hodowli bakteryjnej. Gdy eks-
prymowane bia³ko jest toksyczne, a wektor je kodu-
j¹cy niesie gen warunkuj¹cy oporno�æ na ampicylinê,
plazmid mo¿e nie utrzymywaæ siê stabilnie w popula-
cji. Rozwi¹zaniem w tym przypadku jest u¿ycie kar-
benicyliny. W niektórych zastosowaniach terapeutycz-
nych oczyszczonego bia³ka stosowanie antybiotyków
mo¿e byæ niepo¿¹dane. Alternatywne strategie obej-
muj¹ m.in. zastosowanie systemów trucizna-antidotum
(np. system hok/sok z plazmidu R1) w celu zapewnie-
nia stabilnego rozdzia³u plazmidu [3].

1.2.6. Miejsce startu replikacji
Wiêkszo�æ wektorów ekspresyjnych to pochodne

plazmidów pBR322 (wektory typu pET, 15�20 kopii
na komórkê) lub pUC (czê�æ wektorów typu pQE,
500�700 kopii na komórkê). Je¿eli celem jest koekspre-
sja dodatkowych genów, wektory te ³¹czy siê w jednym
systemie ekspresyjnym ze zgodnymi z nimi pochod-
nymi plazmidu pACYC184 (pRARE nios¹cy geny ko-
duj¹ce rzadkie tRNA, 10�12 kopii na komórkê) [34].

1.3. Gen

1.3.1. U¿ywalno�æ kodonów
Przy ekspresji genów koduj¹cych rekombinowane

bia³ka wa¿ne s¹ nie tylko cechy stosowanego wektora
i gospodarza, ale tak¿e eksprymowanego genu. Po-
wa¿nym problemem, który mo¿e utrudniæ lub nawet
uniemo¿liwiæ ekspresjê, jest ró¿na u¿ywalno�æ kodo-
nów w ró¿nych organizmach. Ze wzglêdu na fakt, i¿
20 aminokwasów kodowanych jest przez a¿ 61 kodo-
nów, niektórym aminokwasom odpowiada wiêcej ni¿
jeden kodon (sze�æ w przypadku Arg, Leu czy Ser)
[15]. W ka¿dym organizmie czê�æ synonimicznych
kodonów jest u¿ywana czê�ciej ni¿ pozosta³e, a co siê
z tym wi¹¿e, pula dostêpnych tRNA ró¿ni siê w zale¿-
no�ci od organizmu [41]. Z tego wzglêdu heterologicz-
ne geny zawieraj¹ce znaczny procent kodonów rzadko
u¿ywanych w E. coli mog¹ byæ eksprymowane z ma³¹

wydajno�ci¹ [16]. Przyk³ady ró¿nic w czêsto�ci wy-
stêpowania wybranych kodonów u E. coli, Campylo-
bacter jejuni i cz³owieka przedstawiono w tabeli V.

Jednym z bardziej spektakularnych przyk³adów
trudno�ci wynikaj¹cych z odstêpstw od tradycyjnego
kodu genetycznego jest produkcja rekombinowanych
bia³ek orzêsków (Ciliata). System translacji u orzês-
ków odczytuje kanoniczne kodony stop (TAA i TAG)
jako kodony koduj¹ce glutaminian. Ekspresja genów
Ciliata w E. coli bez zmiany nukleotydowej sekwen-
cji koduj¹cej jest z tego powodu niemo¿liwa [15].

Jedn¹ ze strategii pozwalaj¹cych na przynajmniej
czê�ciowe ominiêcie problemu ró¿nej u¿ywalno�ci ko-
donów jest zmiana warunków hodowli, w tym zmiany
w sk³adzie pod³o¿a i obni¿enie temperatury. Jest to jed-
nak rozwi¹zanie nie zawsze skuteczne [41].

Najbardziej pracoch³onnym rozwi¹zaniem jest zmia-
na kodonów w genie koduj¹cym bia³ko na optymalne
dla E. coli. Mo¿na do tego celu zastosowaæ mutagenezê
specyficzn¹ co do miejsca, b¹d� syntezê ca³ego genu
de novo. Metody takie stosuje siê najczê�ciej przy pro-
dukcji bia³ek wirusowych (u¿ywalno�æ kodonów u wi-
rusów jest czêsto determinowana przez obecno�æ za-
chodz¹cych na siebie otwartych ramek odczytu), czy
pochodz¹cych z organizmów stosuj¹cych odmienny
od kanonicznego kod genetyczny, jak wspomniane
wcze�niej orzêski [15]. Projektowanie nowej sekwen-
cji nukleotydowej genu jest procesem skomplikowa-
nym i wieloetapowym (w przypadku bia³ka o d³ugo�ci
100 aminokwasów istnieje teoretyczna mo¿liwo�æ za-
stosowania ≈5×1047 sekwencji DNA [15], w którym
uwzglêdnia siê nie tylko u¿ywalno�æ kodonów, ale
tak¿e eliminuje nukleotydowe sekwencje powtórzone,
sekwencje mog¹ce potencjalnie tworzyæ struktury dru-
gorzêdowe w mRNA, oraz miejsca restrykcyjne. Do
projektowania nukleotydowych sekwencji genów sto-
suje siê specjalne programy, takie jak Gene Designer
[43]. Powy¿sza strategia jest jednak kosztowna i pra-
coch³onna. Najczê�ciej stosowanym rozwi¹zaniem jest
zastosowanie szczepu E. coli o wzbogaconej puli tRNA
[34]. Do dostêpnych komercyjnie szczepów, takich jak
Rosetta czy BL21-CodonPlus wprowadzono plazmidy
nios¹ce geny koduj¹ce rzadkie tRNA (rozpoznaj¹ce
kodony AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, a w przypadku
Rosetta tak¿e GGA) [27, 37]. Pomimo pewnych wad
(du¿e obci¹¿enie metaboliczne komórki, niedostatecz-
na modyfikacja nadprodukowanych cz¹steczek tRNA
prowadz¹ca do wprowadzania do bia³ka nieprawid³o-
wych aminokwasów i w rezultacie do powstania hetero-
gennej puli bia³ek [15]) rozwi¹zanie to jest powszechnie
i z powodzeniem stosowane w wielu laboratoriach [34].

W tym miejscu nale¿y przytoczyæ dane eksperymen-
talne podkre�laj¹ce istotê problemu rzadko u¿ywanych
kodonów. Poziom niektórych bia³ek po optymalizacji
kodonów genów je koduj¹cych nie tylko nie zwiêksza

AAG (Lys) 10.3 14.4 31.9
GAG (Glu) 17.8 13.3 39.6

CGU (Arg) 21.0 3.9 4.6
CCG (Pro) 23.3 1.6 6.9
GCG (Ala) 33.8 4.0 7.4

T a b e l a  V
Porównanie czêsto�ci wystêpowania wybranych kodonów

u E. coli, C. jejuni i cz³owieka. Sporz¹dzono na podstawie [25],
http://www.kazusa.or.jp/codon/

Kodon
(aminokwas)

Czêsto�æ wystêpowania (na 1000 kodonów)

E. coli K12 C. jejuni 81176 Homo sapiens
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siê, ale mo¿e byæ niemo¿liwa [48]. Na poziom ekspre-
sji mog¹ wp³ywaæ tak¿e takie czynniki,jak np. lokali-
zacja rzadko u¿ywanych kodonów w genie. Im bli¿ej
5�-koñca genu, tym bardziej rzadkie kodony utrudnia-
j¹ jego ekspresjê.

1.3.2. Stabilno�æ mRNA
�redni czas pó³trwania mRNA E. coli w temperatu-

rze 37°C waha siê od kilku sekund do dwudziestu mi-
nut, i jest czynnikiem silnie wp³ywaj¹cym na poziom
ekspresji genów [34]. Jak do tej pory nie stosuje siê
czynników zwiêkszaj¹cych stabilno�æ mRNA w celu
podniesienia poziomu ekspresji obcych genów � wy-
j¹tkiem jest stosowanie szczepów nios¹cych mutacjê
w genie koduj¹cym RNazê E. Wyniki niektórych badañ
sugeruj¹, i¿ do³¹czenie stabilizuj¹cych sekwencji na 5�
i 3� koñcu transkryptu mo¿e podwy¿szyæ poziom eks-
presji, technik tych nie stosuje siê jednak standardowo.

Pomocnicze zastosowanie w nadekspresji znalaz³y
rybonukleazy. Jeden z takich systemów pozwala zamie-
niæ komórki E. coli w swego rodzaju bioreaktory pro-
dukuj¹ce jedno jedyne bia³ko [14]. Do tego celu wyko-
rzystywane jest bia³ko MazF, bêd¹ce endorybonukleaz¹
tn¹c¹ mRNA w miejscu ACA. Tak wiêc po indukcji
ekspresji genu mazF praktycznie ca³y komórkowy
mRNA ulega fragmentacji, ca³kowicie blokuj¹c synte-
zê bia³ek w komórce. Gdy sekwencja nukleotydowa
genu koduj¹cego rekombinowane bia³ko zostanie odpo-
wiednio zmieniona i motywy ACA zostan¹ z niej usu-
niête (jest to mo¿liwe bez zmiany sekwencji aminokwa-
sowej, niezale¿nie od tego, w której ramce odczytu
ACA siê znajduje), syntetyzowane jest prawie wy³¹cznie
rekombinowane bia³ko. Nadekspresja jest przeprowa-
dzana w niskiej temperaturze (15°C); wzrost bakterii
zostaje w tych warunkach ca³kowicie zahamowany, na-
tomiast pozostaj¹ one ca³y czas aktywne metabolicznie.

1.3.3. Regu³a N-koñca
Innym czynnikiem wp³ywaj¹cym na stabilno�æ

bia³ka jest typ aminokwasu nastêpuj¹cego po N-koñ-
cowej metioninie [27], gdy¿ decyduje on o usuniêciu
lub pozostawieniu N-koñcowej formylometioniny.
Odciêcie N-formylometioniny jest katalizowane przez
formylometionyloaminopeptydazê, która odcina j¹
tym wydajniej, im mniejszy jest ³añcuch boczny na-
stêpuj¹cego po niej aminokwasu. N-formylometioni-
na nie jest odcinana, je¿eli wystêpuje po niej histydy-
na, glutamina, kwas glutaminowy, fenyloalanina,
metionina, lizyna, tyrozyna, tryptofan lub arginina.

Aminokwas znajduj¹cy siê na N-koñcu bia³ka sil-
nie wp³ywa na jego stabilno�æ. Wed³ug regu³y N-koñ-
ca arginina, lizyna, fenyloalanina, leucyna, tryptofan i
tyrozyna poprzez stymulacjê odciêcia N-koñcowej
formylometioniny destabilizuj¹ bia³ko i powoduj¹, ¿e
jego czas pó³trwania wynosi jedynie dwie minuty [2].

2. Strategie eksperymentalne

2.1. Lokalizacja

Podczas projektowania eksperymentu nadekspresji
konkretnego genu niezwykle istotny jest wybór docelo-
wej lokalizacji bia³ka. Ka¿da z lokalizacji ma swoje
wady i zalety, które powinny byæ rozwa¿one przed kon-
strukcj¹ wektora do ekspresji. Bia³ka nadprodukowanie
w E. coli mog¹ byæ kierowane do cytoplazmy, pery-
plazmy, b¹d� wydzielane do pod³o¿a, mog¹ te¿ wbudo-
wywaæ siê w b³onê wewnêtrzn¹ (bia³ka b³ony zewnêtrz-
nej s¹ najczê�ciej oczyszczane z cia³ inkluzyjnych [4]).

2.1.1. Cytoplazma
Cytoplazma jest dla wiêkszo�ci zastosowañ opty-

malnym przedzia³em komórkowym do produkcji
rekombinowanych bia³ek ze wzglêdu na wysok¹ wy-
dajno�æ ekspresji [34]. Jednak¿e ekspresja w tym prze-
dziale komórkowym ma kilka znacz¹cych wad. Jedn¹
z nich jest brak mo¿liwo�ci wprowadzania mostków
disiarczkowych; ten problem mo¿e zostaæ rozwi¹zany
poprzez zastosowanie szczepów zdolnych do wpro-
wadzania wi¹zañ miêdzy cysteinami w cytoplazmie
(szczepy z mutacjami w genach trxB i gor, jak Nova-
gen Origami). Inn¹ relatywnie czêsto pojawiaj¹c¹ siê
sytuacj¹ jest agregacja bia³ek w tzw. cia³a inkluzyjne
[3]. W zale¿no�ci od przeznaczenia rekombinowanego
bia³ka mo¿e to byæ wad¹ lub zalet¹ tej lokalizacji.

Cia³a inkluzyjne to strukturalnie z³o¿one agrega-
ty niesfa³dowanych bia³ek, widoczne w mikroskopie
�wietlnym [34]. Uzyskanie z nich prawid³owo sfa³do-
wanego bia³ka jest mo¿liwe, aczkolwiek jest to proces
pracoch³onny i nie zawsze wydajny, a uzyskane w ten
sposób bia³ka mog¹ nie odzyskaæ aktywno�ci [23].
Prawdopodobieñstwo powstawania cia³ inkluzyjnych
zmniejsza do³¹czenie do bia³ka hydrofilowego znacz-
nika, koekspresja bia³ek opiekuñczych lub zmiana wa-
runków hodowli, np. obni¿enie temperatury, zmiana
pH czy sk³adu pod³o¿a (niektóre dodatki, jak sorbitol,
rafinoza czy sacharoza) [41].

Wytwarzanie cia³ inkluzyjnych ma te¿ kilka zalet.
Przede wszystkim ulokowane w nich bia³ka s¹ w znacz-
nym stopniu chronione przed proteoliz¹ [34]. W przy-
padku syntezy bia³ek toksycznych dla gospodarza
mo¿e byæ to jedyny sposób uzyskania nadekspresji,
gdy¿ bia³ka w cia³ach inkluzyjnych trac¹ swoj¹ poten-
cjaln¹ toksyczno�æ [23]. Cia³a inkluzyjne s¹ te¿ z po-
wodzeniem stosowane do stymulowania odpowiedzi
immunologicznej jako doustna szczepionka [20].

2.1.2. Bia³ka b³onowe
Bia³ka b³onowe pod wzglêdem struktury trzecio-

rzêdowej dziel¹ siê na dwie klasy: zbudowane z wi¹zki
" helis, oraz o strukturze beta-beczu³ki ($-barrel),
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obecne jedynie w b³onie zewnêtrznej bakterii gramu-
jemnych [45], i stanowi¹ce jedynie niewielki procent
wszystkich bia³ek b³onowych [4]. Bia³ka o strukturze
beta-beczu³ki s¹ relatywnie ³atwe do oczyszczenia,
gdy¿ czêsto, przy zastosowaniu odpowiednich kon-
struktów (usuniêcie sekwencji sygnalnej) lokuj¹ siê
one w cytoplazmie, tworz¹ cia³a inkluzyjne, z których
mog¹ zostaæ wyizolowane i ponownie sfa³dowane [4].
W przypadku bia³ek o strukturze wi¹zek helis ponow-
ne fa³dowanie po izolacji z cia³ inkluzyjnych bardzo
rzadko koñczy siê sukcesem, dlatego te¿ najczê�ciej
podejmowane s¹ próby utrzymania ich lokalizacji
w b³onie wewnêtrznej, a nastêpnie izolacji przy u¿y-
ciu detergentów [45], co nadal mimo opracowywania
nowych systemów jest bardzo trudne. Napotykanych
problemów jest bardzo wiele, pocz¹wszy od zbyt
szybkiego tempa syntezy, a wiêc i mniejszej wydaj-
no�ci prawid³owego fa³dowania, poprzez fakt, i¿ czê�æ
bia³ek b³ony wewnêtrznej wymaga obecno�ci konkret-
nych lipidów w b³onie (np. ekspresjê wystêpuj¹cego
u ssaków bia³ka SERT mo¿na uzyskaæ jedynie w obec-
no�ci cholesterolu, którego nie ma w b³onach pro-
kariotycznych), koñcz¹c na aktywacji odpowiedzi na
stres w momencie tzw. �prze³adowania� b³ony rekom-
binowanymi bia³kami.

Bia³ka b³onowe stanowi¹ znaczny procent wszyst-
kich bia³ek komórkowych � u niektórych gatunków
nawet do 25% ca³ego proteomu [11]. Oczyszczanie
bia³ek b³onowych stanowi czêsto powa¿ne wyzwanie.
W zale¿no�ci od planowanych zastosowañ rekombi-
nowanego bia³ka mo¿na eksprymowaæ jedynie odci-
nek genu koduj¹cy fragment bia³ka, np. domenê pery-
plazmatyczn¹ (stosowane w produkcji przeciwcia³),
i kierowaæ j¹ do cytoplazmy lub peryplazmy, b¹d� te¿
próbowaæ wytwarzaæ bia³ko zlokalizowane w b³onie.
Jest to rozwi¹zanie zdecydowanie trudniejsze, ale
w niektórych przypadkach jedyne mo¿liwe (np. w przy-
padku badañ struktury).

Stosowane rozwi¹zania obejmuj¹ zmniejszenie tem-
pa translacji poprzez obni¿enie temperatury lub/i stê-
¿enia substancji indukuj¹cej, a tak¿e zastosowanie
s³abszego promotora. Koekspresja genów koduj¹cych
bia³ka opiekuñcze mo¿e pomóc w fa³dowaniu i zapo-
biec akumulacji nieprawid³owo zwiniêtych form, jed-
nak optymalizacja warunków koekspresji musi byæ
empiryczna, jest procesem ¿mudnym i d³ugotrwa³ym.
Kolejn¹ mo¿liwo�ci¹ jest zastosowanie szczepów
E. coli, które ze wzglêdu na bli¿ej nieokre�lone muta-
cje (prawdopodobnie wp³ywaj¹ce na poziom polimera-
zy RNA faga T7 [11]) s¹ mniej wra¿liwe na obecno�æ
toksycznych bia³ek i okaza³y siê pomocne w nadpro-
dukcji bia³ek b³onowych (szczepy C41 i C43).

Je¿eli wprowadzenie drobnych zmian do oczysz-
czanego bia³ka nie uniemo¿liwia jego pó�niejszego
zastosowania, pewne modyfikacje jego sekwencji ami-

nokwasowych mog¹ zwiêkszyæ szanse na wydajn¹ nad-
produkcjê. Czêsto pojawiaj¹ siê trudno�ci z translokacj¹
N-koñca bia³ka do peryplazmy. £atwo�æ i wydajno�æ
translokacji zale¿y od tego, czy N-koniec mo¿e pozo-
staæ niesfa³dowany (jest to tym ³atwiejsze, im jest on
krótszy), a tak¿e od liczby dodatnio na³adowanych
aminokwasów i tzw. �si³y� pierwszego segmentu
transb³onowego (tzn. d³ugo�ci, wypadkowego ³adun-
ku oraz hydrofobowo�ci) [45]. Wiele fragmentów
N-koñcowych wykazuje preferencje do pozostawania
w cytoplazmie E. coli, tym samym utrudniaj¹c, a na-
wet uniemo¿liwiaj¹c wbudowanie siê bia³ka w b³onê
wewnêtrzn¹. Rozwi¹zaniem mo¿e byæ skonstruowa-
nie fuzji N-koñca bia³ka z sekwencj¹ sygnaln¹ b¹d�
innym bia³kiem, jak na przyk³ad bia³kiem wi¹¿¹cym
maltozê (MBP). Rozwi¹zaniem problemu mo¿e oka-
zaæ siê zidentyfikowane stosunkowo niedawno bia³ko
Mistic z B. subtilis, które, do³¹czone jako bia³ko fu-
zyjne na N-koñcu, efektywnie u³atwia wbudowanie siê
fuzji w b³onê [31].

2.1.3. Peryplazma
Bia³ka przeznaczone do transportu poza cytoplaz-

mê s¹ syntetyzowane jako preproteiny zawieraj¹ce
N-koñcow¹ sekwencjê sygnaln¹, która zostaje odciêta
podczas translokacji przez b³onê wewnêtrzn¹, w ich
translokacjê zaanga¿owany jest translokon Sec (secre-
tion) lub Tat (twin arginin translocation) [3, 18].
Typowa sekwencja sygnalna bia³ek E. coli sk³ada siê
z 18�30 aminokwasów, w tym kilku zasadowych na
N-koñcu, hydrofobowego rdzenia, oraz C-koñcowego
motywu rozpoznawanego przez sygna³owe proteazy.
Do³¹czenie takiej sekwencji sygnalnej do rekombino-
wanego bia³ka umo¿liwia jego transport poza cytoplaz-
mê. Najczê�ciej stosowane sekwencje sygnalne po-
chodz¹ z bia³ek OmpT, OmpA, PelB, PhoA, MalE,
LamB czy $-laktamazy [34]. Dostêpne s¹ tak¿e syste-
my jednocze�nie umo¿liwiaj¹ce transport przez b³onê
wewnêtrzn¹, jak i zwiêkszon¹ wydajno�æ wprowadza-
nia mostków disiarczkowych w peryplazmie. W takich
konstruktach oczyszczane bia³ko tworzy fuzjê z oksy-
doreduktaz¹ tiolowo-disiarczkow¹, DsbA lub DsbC.

Istotn¹ zalet¹ kierowania bia³ek do peryplazmy jest
ni¿szy stopieñ zanieczyszczenia preparatu innymi bia³-
kami, co u³atwia procedury oczyszczania [34]. Praw-
dopodobieñstwo proteolicznej degradacji jest ni¿sze,
a uzyskania natywnej konformacji N-koñca bia³ka
� wy¿sze. Poniewa¿ peryplazma jest �rodowiskiem
utleniaj¹cym, mo¿liwe jest tam wprowadzanie most-
ków disiarczkowych, a wiêc zwiêksza siê mo¿liwo�æ
otrzymania bia³ka o natywnej konformacji [3]. System
transportu do peryplazmy nie zawsze musi byæ wydaj-
ny, czasem wystêpuje tzw. �zapychanie b³on�, istnieje
tak¿e ryzyko tworzenia siê cia³ inkluzyjnych w prze-
strzeni peryplazmatycznej [16].
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2.1.4. Sekrecja do pod³o¿a
Zalet¹ sekrecji rekombinowanych bia³ek do pod³o-

¿a jest niewielki stopieñ zanieczyszczenia innymi bia³-
kami [16]. U³atwia to znacznie oczyszczanie rekombi-
nowanego bia³ka. Laboratoryjne szczepy E. coli nie
posiadaj¹ efektywnych mechanizmów transportu przez
b³onê zewnêtrzn¹ [34]. W celu uzyskania rekombino-
wanego bia³ka w pod³o¿u, stymuluje siê pasywny
transport przez b³onê zewnêtrzn¹. Mo¿na to osi¹gn¹æ
poprzez destabilizacjê elementów strukturalnych os³on
komórkowych E. coli, np. stosuj¹c szczepy nie po-
siadaj¹ce niektórych elementów struktury b³on. Inna
strategia polega na wprowadzeniu do laboratoryjnego
szczepu E. coli genów koduj¹cych bia³ka buduj¹ce
aparaty sekrecji pochodz¹cych z patogennych szcze-
pów E. coli np. genów koduj¹cych bia³ka buduj¹ce
aparat sekrecji typu I (eksport hemolizyny). Bia³ko jest
transportowane z cytoplazmy bezpo�rednio na zewn¹trz
komórki poprzez kana³ bia³kowy przechodz¹cy przez
b³ony wewnêtrzn¹ i zewnêtrzn¹ [8]. Kierowanie rekom-
binowanych bia³ek do peryplazmy mo¿e w okre�lonych
warunkach prowadziæ do ich niekontrolowanego wy-
dzielania do pod³o¿a; takie podej�cie eksperymentalne
pozwoli³o na oczyszczenie podjednostki B toksyny
cholery [33]. Ciekawym pomys³em jest zastosowanie
tzw. form L, czyli szczepów pozbawionych b³ony ze-
wnêtrznej oraz otoczki mureinowej [9]. W tym syste-
mie bia³ka do³¹czone do standardowej sekwencji syg-
nalnej zostaj¹, poprzez b³onê wewnêtrzn¹, wydzielone
bezpo�rednio do pod³o¿a. Jednak¿e, mimo pewnych
osi¹gniêæ w tej dziedzinie, oczyszczanie bia³ek wy-
dzielonych do pod³o¿a nie jest procedur¹ stosowan¹
standardowo [34].

2.2. Strategie klonowania

Pewnych trudno�ci � nawet znanych z teorii � nie
mo¿na przewidzieæ podczas projektowania konstruktu
do ekspresji. Na przyk³ad oczyszczane bia³ko b¹d�
jego fragment mo¿e nie ulegaæ ekspresji, tworzyæ cia³a
inkluzyjne, okazaæ siê trudne do oczyszczenia, b¹d�
te¿ nie wykazywaæ po¿¹danej aktywno�ci. Dlatego
w³a�nie tak wa¿ne s¹ metody szybkiego i efektywne-
go tworzenia wielu konstruktów, umo¿liwiaj¹ce wy-
próbowanie kilku wariantów klonowania i znalezienie
optymalnego dla konkretnego bia³ka.

Dany gen b¹d� jego fragment jest zazwyczaj naj-
pierw klonowany do standardowego wektora nieekspre-
syjnego (jak pBluescript czy u³atwiaj¹cy klonowanie
produktów PCR pGEM), a nastêpnie sekwencjonowa-
ny. Taka strategia ma kilka zalet; je¿eli produkt klono-
wanego genu jest toksyczny dla komórki, jego wklono-
wanie prosto do wektora ekspresyjnego mo¿e okazaæ
siê trudne lub nawet niemo¿liwe. Wektory ekspresyjne
s¹ czêsto niskokopijne, co utrudnia klonowanie i se-

kwencjonowanie badanego genu. Wa¿nym argumen-
tem przemawiaj¹cym na korzy�æ takiego podej�cia jest
tak¿e mo¿liwo�æ sprawdzenia poprawno�ci sekwencji
nukleotydowej klonowanego genu. Dopiero po spraw-
dzeniu sekwencji nukleotydowej, gen mo¿e byæ prze-
klonowany do wybranego wektora ekspresyjnego.

Wiêkszo�æ konstruktów do nadekspresji bia³ek jest
tworzona za pomoc¹ enzymów restrykcyjnych i liga-
zy (tzw. metoda REaL) [17]. Jest to metoda najmniej
kosztowna, a wiêkszo�æ szeroko stosowanych wekto-
rów ekspresyjnych jest do niej dostosowana. Proble-
my mog¹ pojawiaæ siê, gdy w klonowanym genie wy-
stêpuj¹ miejsca restrykcyjne popularnie stosowane
w miejscach do klonowania wektorów. Jest to tak¿e
metoda relatywnie pracoch³onna.

Alternatyw¹ dla metody REaL jest technika wyko-
rzystuj¹ca rekombinacjê specyficzn¹ co do miejsca.
Stosowane w niej enzymy przeprowadzaj¹ ciêcie
i ligacjê fragmentu DNA podczas jednego etapu, dziêki
czemu reakcja jest bardzo wydajna. Za wysok¹ specy-
ficzno�æ przeprowadzanej reakcji odpowiada fakt,
i¿ miejsca zaj�cia rekombinacji s¹ du¿o d³u¿sze ni¿
miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne.
Dziêki wysokiej wydajno�ci i specyficzno�ci metoda
ta mo¿e byæ wykorzystywana do klonowania bardzo
d³ugich fragmentów DNA. Obie dostêpne komercyjnie
metody wykorzystuj¹ce zjawisko rekombinacji specy-
ficznej co do miejsca, Gateway (Invitrogen) i Creator
(ClonTech), s¹ oparte na systemach fagowych, pocho-
dz¹cych odpowiednio z faga lambda i faga P1. Wad¹
tych technik s¹ jednak wysokie koszty.

2.2.1. Projektowanie konstruktów
Ze wzglêdu na fakt, i¿ trudno jest przewidzieæ, jaki

konstrukt bêdzie optymalny w procesie oczyszczania
konkretnego bia³ka, skuteczn¹ strategi¹ mo¿e byæ jed-
noczesne stworzenie kilku konstruktów i eksperymen-
talne dobranie optymalnych warunków nadekspresji
genu i oczyszczania jego produktu [28]. Wiele wekto-
rów ma kompatybilne miejsca restrykcyjne i jednoczes-
ne klonowanie nie wymaga oddzielnego przygotowy-
wania klonowanych fragmentów DNA. Zastosowanie
metody Gateway równie¿ umo¿liwia ³atwe klonowa-
nie do wielu wektorów jednocze�nie.

W pracy przegl¹dowej P e t i  i P a g e  [28] przed-
stawili przyk³adow¹ strategiê eksperymentaln¹ pro-
wadz¹c¹ do oczyszczenia konkretnego bia³ka. Gen
koduj¹cy to bia³ko jest klonowany w trzech ró¿nych
wektorach; przedstawione na schemacie wektory za-
wieraj¹ znacznik Thio6 (fragment DNA koduj¹cy
pierwsze sze�æ aminokwasów tioredoksyny, pETRP1),
gen koduj¹cy S-transferazê glutationu (pETM-30), oraz
gen koduj¹cy bia³ko wi¹¿¹ce maltozê (pETM-41).
W wiêkszo�ci przypadków, co najmniej jeden z tych
znaczników powinien umo¿liwiæ nadprodukcjê bia³ka
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w formie rozpuszczalnej. Na N-koñcu rekombinowa-
nego bia³ka do³¹czony jest jeszcze dodatkowo znacznik
His6, umo¿liwiaj¹cy oczyszczanie bia³ka w standardo-
wych warunkach metod¹ chromatografii powinowac-
twa na jednym typie z³o¿a.

Je¿eli pierwsza pula konstruktów nie da oczekiwa-
nych rezultatów, rozwi¹zaniem mo¿e byæ zastosowanie
innych, rzadziej u¿ywanych znaczników. Mo¿e byæ to
Z-tag (tzw. domena Z z Staphylococcus sp., pET22-1a),
GB1-Tag (domena $1 bia³ka G z Streptococcus sp.,
pHISGB1) czy bia³ko NusA.

Bardzo istotnym elementem eksperymentów nad-
produkcji bia³ek jest opracowanie metodyki przeszu-
kiwania (tzw. screening), czyli szybkiego i nie wyma-
gaj¹cego du¿ych nak³adów czasu na sprawdzenie,
który z konstruktów jest optymalny do oczyszczania
bia³ka na du¿¹ skalê. Jednym z najczê�ciej stosowa-
nych sposobów jest elektroforeza w ¿elu poliakry-
lamidowym (SDS-PAGE). Na ¿elu rozdziela siê naj-
czê�ciej bia³ka pochodz¹ce z rozpuszczalnej frakcji
lizatu komórek z ma³ej ilo�ci hodowli; stosowane jest
te¿ wstêpne oczyszczenie na ma³ej ilo�ci z³o¿a.

Metodê t¹ mo¿na, ze wzglêdu na koszty i czas, za-
stosowaæ tylko do pewnej liczby prób [10]. Alter-
natywn¹ metod¹ jest tzw. filtracja kolonijna (colony
filtration, Co-Fi). Ta technika nie wymaga przygotowy-
wania lizatów z hodowli, obecno�æ rozpuszczalnego
bia³ka mo¿na stwierdziæ ju¿ na poziomie kolonii, co
umo¿liwia przeszukanie znacz¹co wiêkszej liczby
konstruktów. Szczegó³y metody s¹ pokazane na rys. 2.

3. Podsumowanie

Od koñca poprzedniego wieku wyra�nie zauwa¿a-
my zmianê strategii analizy procesów genetycznych.
Punkt ciê¿ko�ci przesuwa siê z badania pojedynczych
genów czy operonów w kierunku globalnych analiz ko-
mórek zarówno pro- jak i eukariotycznych. Dodatkowo
w ostatnich latach coraz wiêcej uwagi po�wiêcamy nie
analizom genów czy transkryptów (genomika, trans-
kryptomika) a analizom bia³ek i ich oddzia³ywañ
(proteomika, interaktomika). Tylko niewiele bia³ek wy-
stêpujê w komórkach naturalnych gospodarzy w dosta-
tecznie du¿ej ilo�ci aby móc je oczyszczaæ do badañ
funkcjonalnych lub/i strukturalnych. W ostatnich latach
opracowano wiele nowych strategii pozwalaj¹cych na
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Rys. 2. Filtracja kolonijna
Komórki zawieraj¹ce ró¿ne warianty konstruktów do ekspresji s¹ wysie-
wane na pod³o¿u LB (I). Na powierzchni kolonii umieszczany jest filtr
membranowy. Kolonie przylegaj¹ do niego i mog¹ byæ oderwane od
pod³o¿a. Ekspresja bia³ka jest indukowana poprzez umieszczenie filtru
na szalce z pod³o¿em LB zawieraj¹cym IPTG (II). Nastêpnie komórki s¹
poddawane lizie, a bia³ka rozpuszczalne dyfunduj¹ poprzez filtr do
membrany nitrocelulozowej, podczas gdy cia³a inkluzyjne pozostaj¹ na
filtrze (III). Kolonie eksprymuj¹ce rozpuszczalne bia³ko mog¹ byæ ziden-
tyfikowane na membranie nitrocelulozowej za pomoc¹ standardowych

metod immunologicznych (IV).

�mieræ komórek, brak kolonii Bia³ko toksyczne, zbyt wysoki poziom ekspresji Silniejsza kontrola ekspresji podstawowej
S³abszy promotor. Ni¿sza temperatura
Mniejsze stê¿enie induktora

Bia³ko w cia³ach inkluzyjnych Zbyt wysoki poziom ekspresji S³abszy promotor. Ni¿sza temperatura
Mniejsze stê¿enie induktora
Plazmid o ni¿szej liczbie kopii
Do³¹czenie hydrofilowego znacznika

Brak ekspresji, eksprymowane Problem u¿ywalno�ci kodonów Zastosowanie gospodarza dostarczaj¹cego
tylko fragmenty bia³ka rzadkie tRNA. Ni¿sza temperatura
Bia³ko nie jest  transportowane Sekwencja sygnalna nie rozpoznawana w E. coli Do³¹czenie innej sekwencji sygnalnej b¹d�
do peryplazmy Zbyt ma³o wydajne mechanizmy translokacji znacznika. Koekspresja genów sec

Brak ekspresji Proteoliza (szczególnie w przypadku bia³ek Ni¿sza temperatura. Krótszy czas indukcji
mniejszych ni¿ 10 kDa) Do³¹czenie znacznika. Sekwencjonowanie
Mutacje wprowadzaj¹ce kodon stop wewn¹trz
sekwencji koduj¹cej genu

T a b e l a  V I
Najczê�ciej napotykane problemy i ich mo¿liwe rozwi¹zania w eksperymentach nadekspresji bia³ek w komórkach E. coli.

Sporz¹dzono na podstawie [23, 30, 41]

Problem Mo¿liwa przyczyna Rozwi¹zania
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zwiêkszenie wydajno�ci procesu wytwarzania i oczysz-
czania bia³ek. Komórki kilku gatunków bakterii przy-
stosowano, na drodze manipulacji genetycznych, do
wydajnej produkcji heterologicznych bia³ek. Najwiêk-
szy postêp niew¹tpliwie osi¹gniêto w adaptacji do tego
celu komórek E. coli. Tym niemniej jeszcze czêsto,
szczególnie w wypadku bia³ek b³onowych, stanowi¹-
cych oko³o 30% bia³ek komórki stawiany cel jest trud-
ny do osi¹gniêcia. Tabela VI przedstawia najczê�ciej
napotykane trudno�ci przy nadprodukcji rekombino-
wanych bia³ek w komórkach E. coli i potencjalne mo¿-
liwo�ci ich przezwyciê¿enia. Otrzymanie dostatecznej
ilo�ci bia³ka zachowuj¹cego w³a�ciw¹ strukturê jest
czêsto warunkiem rozpoczêcie badañ o charakterze
zarówno poznawczym jak i aplikacyjnym bia³ek Opra-
cowywanie nowych leków i preparatów immunopro-
filaktycznych (strukturalna wakcynologia) coraz czê�-
ciej bazuje na rozwi¹zanej strukturze bia³ka. Tabela VI
przedstawia najczê�ciej napotykane trudno�ci przy
nadprodukcji rekombinowanych bia³ek w komórkach
E. coli i potencjalne mo¿liwo�ci ich przezwyciê¿enia.

Pi�miennictwo

1. Arnau J., Lauritzen C., Petersen G.E., Pedersen J.: Current
strategies for the use of affinity tags and tag removal for the
purification of recombinant proteins. Protein Expr. Purif.
48, 1�13 (2006)

 2. Bachmair A., Finley D., Varshavsky A.: In vivo half-life of
a protein is a function of its amino-terminal residue. Science,
234, 179�186 (1986)

 3. Baneyx F.: Recombinant protein expression in Escherichia
coli. Curr. Opin. Biotechnol. 10, 411�421 (1999)

 4. Bannwarth M., Schulz G.E.: The expression of outer mem-
brane proteins for crystallization. Biochim. Biophys. Acta,
1610, 37�45 (2003)

 5. Butt T.R., Edavettal S.C., Hall J.P., Mattern M.R.: SUMO
fusion technology for difficult-to-express proteins. Protein
Expr. Purif. 43, 1�9 (2005)

 6. Chart H., Smith H.R., La Ragione R.M., Woodward M.J.:
An investigation into the pathogenic properties of Escherichia
coli strains BLR, BL21, DH5" and EQ1. J. Appl. Microbiol.
89, 1048�1058 (2000)

 7. Chayen N.E.: Turning protein crystallization from an art into
a science. Curr. Oppin. Struct. Biol. 14, 577�583 (2004)

 8. Choi J.H., Lee S.Y.: Secretory and extracellular production
of recombinant proteins using Escherichia coli. Appl. Micro-
biol. Biotechnol. 64, 625�635 (2004)

 9. Cornelis P.: Expressing genes in different Escherichia coli
compartments. Curr. Oppin. Biotechnol. 11, 450�454 (2000)

10. Cornvik T., Dahlroth S.L., Magnusdottir A., Herman M.D.,
Knaust R., Ekberg M., Nordlund P.: Colony filtration blot:
a new screening method for soluble protein expression in
Escherichia coli. Nature Methods, 2, 507�509 (2005)

11. Cunningham F., Deber C.M.: Optimizing synthesis and expres-
sion of transmembrane proteins. Methods, 41, 370�380 (2007)

12. Dyck M.K., Lacroix D., Pothier F., Sirard M.A.: Making re-
combinant proteins in animals � different systems, different
applications. Trends Biotechnol. 21, 394�399 (2003)

13. Esposito D., Chatterjee D.K.: Enhancement of soluble protein
expression through the use of fusion tags. Curr. Opin. Bio-
technol. 17, 353�358 (2006)

14. Falzon L., Suzuki M., Inouye M.: Finding one of a kind: ad-
vances in single-protein production. Curr. Opin. Biotechnol.
17, 347�352 (2006)

15. Gustafsson C., Govindarajan S., Minshull J.: Codon bias
and heterologous protein expression. Trends Biotechnol. 22,
346�353 (2004)

16. Hannig G., Makrides S.C.: Strategies for optimizing hetero-
logous gene expression in Escherichia coli. Trends Biotech-
nol. 16, 54�60 (1998)

17. Hartley J.L.: Cloning technologies for protein expression and
purification. Curr. Opin. Biotechnol. 17, 359�366 (2006)

18. Holland I. B.: Translocation of bacterial proteins � an ove-
rview. Biochim. Biophys. Acta, 1694, 5�16 (2004)

19. Jenny R.J., Mann K.G., Lundblad R.L.: A critical review of
the methods for cleavage of fusion proteins with thrombin
and factor Xa. Protein Expr. Purif. 31, 1�11 (2003)

20. Kêsik M., S¹czyñska V., Szewczyk B., P³ucienniczak A.:
Inclusion bodies from recombinant bacteria as a novel system
for delivery of vaccine antigen by the oral route. Immunol.
Lett. 91, 197�204 (2004)

21. Kunji E.R., Slotboom D.J., Poolman B.: Lactococcus lactis
as host for overproduction of functional membrane proteins.
Biochim. Biophys. Acta, 1610, 97�108 (2003)

22. Kunji E.R., Chan K.W., Slotboom D.J., Floyd S., O�Connor
R., Monné M.: Eukaryotic membrane production in Lacto-
coccus lactis. Curr. Opin. Biotechnol. 16, 546�551 (2005)

23. Makrides S.C.: Strategies for achieving high-level expression
of genes in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 60, 512�538
(1996)

24. Marblestone J.G., Edavettal S.C., Lim Y., Lim P., Zuo X.,
Butt T.R.: Comparison of SUMO fusion technology with tra-
ditional gene fusion systems: enhanced expression and solu-
bility with SUMO. Protein Sci. 15, 182�189 (2006)

25. Nakamura Y., Gojobori T., Ikemura T.: Codon usage tabulated
from the international DNA sequence databases: status for
the year 2000. Nucleic Acids Res. 28, 292 (2000)

26. Nevalainen K.M., Te�o V.S., Bergquist P.L.: Heterologous
protein expression in filamentous fungi. Trends Biotechnol.
23, 468�474 (2005)

27. Novagen. pET system manual: 11th edition, EMD Bioscien-
ces, Darmstadt, 2006.

28. Peti W., Page R.: Strategies to maximize heterologous protein
expression in Escherichia coli with minimal cost. Protein
Expr. Purif. 51, 1�10 (2007)

29. Poole E.S., Brown C.M., Tate W.P.: The identity of the base
following the stop codon determines the efficiency of in vivo
translational termination in Escherichia coli. EMBO J. 14,
151�158 (1995)

30. Qiagen. The QIAexpressionist, Qiagen, 2003
31. Roosild T.P., Greenwald J., Vega M., Castronovo S., Riek R.,

Choe S.: NMR structure of Mistic, a membrane-integrating
protein for membrane protein expression. Science, 307,
1317�1321 (2005)

32. Schumann W., Ferreira L.C.: Production of recombinant pro-
teins in Escherichia coli. Genet. Mol. Biol. 27, 442�453
(2004)

33. Slos P., Speck D., Accart N., Kolbe H.V., Schubnel D.,
Bouchon B., Bischoff R., Kieny M.P.: Recombinant cholera
toxin B subunit in Escherichia coli: high-level secretion,
purification, and characterization. Protein Expr. Purif. 5,
518�526 (1994)



95NADPRODUKCJA I OCZYSZCZANIE REKOMBINOWANYCH, HETEROLOGICZNYCH BIA£EK

34. Sørensen H.P., Mortensen K.K.: Advanced genetic strategies
for recombinant protein expression in Escherichia coli.
J. Biotechnol. 115, 113�128 (2005)

35. Srivastava P., Deb J.K.: Gene expression systems in coryne-
bacteria. Protein Expr. Purif. 40, 221�229 (2005)

36. Stenström C.M., Jin H., Major L.L., Tate W.P., Isaksson L.A.:
Codon bias at the 3�-side of the initiation codon is correlated
with translation initiation efficiency in Escherichia coli.
Gene, 263, 273�284 (2001)

37. Stratagene. BL21-CodonPlus competent cells: instruction ma-
nual. La Jolla, CA, 2005

38. Studier F.W., Moffatt B.A.: Use of bacteriophage T7 RNA
polymerase to direct selective high-level expression of cloned
genes. J. Mol. Biol. 189, 113�130 (1986)

39. Studier F.W.: Protein production by auto-induction in high
density shaking cultures. Protein Expr. Purif. 41, 207�234
(2005)

40. Terpe K.: Overview of tag protein fusions: from molecular
and biochemical fundamentals to commercial systems. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 60, 523�533 (2003)

41. Terpe K.: Overview of bacterial expression systems for hete-
rologous protein production: from molecular and biochemi-
cal fundamentals to commercial systems. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 72, 211�222 (2006)

42. Terpe K.: Protein-Affinität-Tags. Biospektrum, 4, 389�391
(2007)

43. Villalobos A., Ness J.E., Gustafsson C., Minshull J., Govin-
darajan S.: Gene Designer: a synthetic biology tool for con-
structing artificial DNA segments. BMC Bioinformatics, 7,
285�292 (2006)

44. Wacker M., Linton D., Hitchen P.G., Nita-Lazar M., Haslam
S.M., North S.J., Panico M., Morris H.R., Dell A., Wren B.W.,
Aebi, M.: N-linked glycosylation in Campylobacter jejuni
and its functional transfer into E. coli. Science, 289,
1790�1793 (2002)

45. Wagner S., Bader M.L., Drew D., de Gier J.: Rationalizing
membrane protein overexpression. Trends Biotechnol. 24,
364�371 (2006)

46. Waugh D.S.: Making the most of affinity tags. Trends Bio-
technol. 23, 316�320 (2005)

47. Widmann M., Christen P.: Comparison of folding rates of
homologous prokaryotic and eukaryotic proteins. J. Biol.
Chem. 275, 18619�18622 (2000)

48. Wu X., Jörnvall H., Berndt K.D., Oppermann U.: Codon
optimization reveals critical factors for high level expression
of two rare codon genes in Escherichia coli: RNA stability
and secondary structure but not tRNA abundance. Biochem
Biophys. Res. Commun. 313, 89�96 (2004)


